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Zusammenfassung 
Klonierte genomische DNA-Sonden wurden zur Unter­
suchung von l8 Globodera-rostochie11sis-Populationen der 
Pathotypen RoJ-Ro5 eingesetzt. In Southern-Blot-Hybridisie­
rungsversuchen wurden 35 differenzierende Restriktionsfrag­
mente ermittelt, die eine Unterscheidung aller Populationen 
ermöglichten. Durch Clusteranalyse dieser Merkmale wurde 
eine taxonomische Gruppierung der Populationen vorgenom­
men, die für die Pathotypen Rol und Ro5 mit der biologisch 
bestimmten Gruppierung nach der Virulenz übereinstimmt. 
Verschiedene Aspekte der Bestimmung innerartlicher 
Variation mit Gensonden werden diskutiert. 
Abstract 
Cloned genomic DNA probes wcre used to examine 18 Globodera
rostochiensis populations representing the pathotypes Rol-Ro5. In 
Southern blot hybridization expcriments 35 differentiating restriction 
fragments were identified permitting a distinction of all populations. 
By means of duster analysis a taxonomic grouping of the populations 
was obtained which corresponded with the virulence grouping for 
pathotypes Rol and Ro5. 
Several aspects of the determination of intraspecific variation with 
genomic pro bes are discussed. 
Verwendete Abkürzungen 
bp = Basen paar( e) 
RFLP = Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus 
Die zystenbildenden Kartoffelnematoden Globodera rosto­
chiensis und G. pallida sind wirtschaftlich bedeutende Schad­
erreger. Sie bilden Rassen unterschiedlicher Virulenz (Patho­
typen), deren Unterscheidung wichtig ist für die Befallsdia­
gnose, die Planung von Gegenmaßnahmen und die Resistenz­
prüfung von Neuzüchtungen. Die biologische Bestimmung der 
8 Pathotypen (Rol-5, Pal-3) wird mit Hilfe eines Sortiments 
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von Testpflanzen durchgeführt, die unterschiedliche Anfällig­
keit bzw. Resistenz gegenüber den einzelnen Pathotypen 
haben (KORT et al., 1977). 
Angesichts des großen Arbeits- und Zeitaufwandes der 
biologischen Pathotypenbestimmung versucht man, auch bio­
chemische Methoden zur Differenzierung heranzuziehen. Mit 
serologischen (Sc1-10Ts et al., 1988) und elektrophoretischen 
Techniken (TRUDGILL und CARPENTER, 1971) können die 
beiden Globodera-Arten auf Grund spezifischer Proteine 
sicher unterschieden werden. Eine Differenzierung der Patho­
typen anhand ihrer Proteine erwies sich jedoch als schwierig. 
Nur durch zweidimensionale Elektrophorese der Zystenpro­
teine gelang die Identifizierung einiger pathotypspezifischer 
Merkmale im komplexen Proteinmuster (STEGEMANN et al., 
1982; ÜHMS und HEINICKE, 1985; BAKKER, 1987). 
Die Analyse des DNA-Restriktionsfragment-Längenpoly­
morphismus (RFLP-Analyse) mit Gensonden ist eine relativ 
junge Methode zur Genomanalyse und zur Unterscheidung 
nahe verwandter Formen beliebiger Organismen. Sie wird in 
der Pflanzenzüchtung zur Genkartierung (GEBHARDT et al., 
1989) und zur Klärung taxonomischer Fragen (SONG et al., 
1990) eingesetzt. In der Phytopathologie wird die RFLP­
Analyse zunehmend für schwierige diagnostische Fragestel­
lungen herangezogen (LEONG und HoLDEN, 1989). BuRROws 
und PERRY (1988) entwickelten DNA-Sonden, die eine Unter­
scheidung der beiden Globodera-Arten ermöglichten. Mit 
anderen DNA-Sonden konnten wir 21 G.-pallida-Populatio­
nen anhand ihrer RFLP-Muster differenzieren (ScHNICK et 
al., 1990). Der Pathotyp Pal wurde dabei deutlich von Pa2 
und Pa3 abgegrenzt. 
In der vorliegenden Untersuchung haben wir Gensonden 
zur Charakterisierung von G.-rostochiensis-Populationen ein­
gesetzt. Durch begleitende biologische Virulenzteste wurde 
geprüft, wie weit die taxonomische Gruppierung der Popula­
tionen nach RFLP-Merkmalen mit einer Gruppierung nach 
der Virulenz (Pathotyp) übereinstimmt. 
Material und Methoden 
Nematodenmaterial 
Die nachstehend aufgeführten G.-rostochiensis-Populationen 
wurden im Gewächshaus an der anfälligen Kartoffelsorte 
Grata vermehrt, z. T. über mehrere Generationen. Die 
Bestimmung der Artzugehörigkeit erfolgte anhand von 
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Zysten- und Larvenmerkmalen (STONE, 1975). Die Virulenz­
eigenschaften der Populationen wurden über ihre Vermeh­
rung an den Differentialklonen des Internationalen Testsorti­
ments ermittelt (KoRT et al., 1977). Für einige Populationen 
wurden zusätzliche Virulenzteste mit weiteren Resistenzträ­
gern aus den Wildarten Solanum spegazzinii und S. oplocense 
durchgeführt. 
Pathotyp 
Rol 
Ro2 
Ro3 
Ro4 
Ro5 
Rol/4 
RoX 
Gensonden 
Populationen 
Hannover, Hiltrup, Hohenried, Klingsmoos, 
Münster, Raesfeld, Weimersdorf 
Dutch B, Obersteinbach 
Wageningen 
Brock, Dutch F, Husberg 
Harmerz HL (PSA Lübeck), Harmerz MS 
(BBA Münster) 
Raubersried, Vadrup 
Aspe, Südergellersen. 
Die folgenden klonierten DNA-Restriktionsfragmente wur­
den als Gensonden zur RFLP-Analyse eingesetzt; Sonde 
Ro48.7, ein 600 bp großes Pst-I-Fragment aus genomischer 
DNA von G. rostochiensis, Ro5-Population Harmerz MS 
(STEHR, 1990); Sonde Ro125, ein 125 bp großes Eco-Rl­
Fragment aus genomischer DNA von G. rostochiensis (STRAT­
FORD, persönl. Mitteilung); Sonde pE1.6A, ein 1200 bp großes 
Eco-Rl-Fragment aus genomischer DNA des Phytonemato­
den Meloidogyne arenaria (HIA TT et al., 1990). 
Gentechnische Methoden 
Zur Herstellung der Sonde Ro48.7 wurde gereinigte DNA aus 
Zysten der G.-rostochiensis-Population Harmerz MS (Patho­
typ Ro5) mit der Restriktionsendonuklease Pst I fragmentiert, 
in das Plasmid pUC19 eingebaut und in E. coli K12 kloniert. 
Aus über 600 Transformanten wurden sechs unterschiedlich 
stark mit G.-rostochiensis-DNA hybridisierende und nicht 
miteinander sequenzverwandte DNA-Klone als RFLP-Son­
den getestet. Klon Ro48.7 war als Gensonde geeignet, weil er 
mit Eco-RI-fragmentierter Nematoden-DNA populationsspe­
zifische Southern-Blot-Hybridisierungsmuster zeigte. Die 
bereits aus früheren Klonierungen vorliegenden Sonden 
Ro125 und pE1.6A wurden ebenfalls in Southern-Blot-Hybri­
disierungsversuchen vorgetestet, um die zur Differenzierung 
günstigsten Restriktionsendonukleasen zu ermitteln. 
Zur Durchführung einer Southern-Blot-Hybridisierung 
wurde DNA aus Zysten verschiedener G.-rostochiensis-Popu­
lationen mit einer Restriktionsendonuklease gespalten. Die 
DNA-Fragmente wurden gelelektrophoretisch nach ihrer 
Größe getrennt und auf eine Nylonmembran übertragen. Die 
Membran mit den darauf fixierten DNA-Fragmenten 
(Southern Blot) wurde in der Lösung einer radioaktiv mar­
kierten Gensonde inkubiert. Hierbei hybridisierte die Sonde 
an Fragmente mit komplementärer Sequenz und erzeugte 
dadurch charakteristische Bandenmuster, die autoradiogra­
fisch sichtbar gemacht wurden. Durch Variation des Restrik­
tionsenzyms konnten mit einer Sonde verschiedene Fragment­
muster sichtbar gemacht werden. 
Einzelheiten zur DNA-Isolierung, Restriktionsspaltung, 
Klonierung, radioaktiven Markierung und Southern-Blot­
Hybridisierung wurden bereits beschrieben (ScttNtCK et al., 
1990; STEHR, 1990). Erläuterungen zu den hier angewandten 
gentechnischen Methoden finden sich bei lBELGAUFTS (1990). 
Auswertung der RFLP-Daten 
Durch Auswertung der Autoradiogramme wurden zunächst 
alle unterscheidbaren hybridisierenden Fragmente numeriert 
und für die einzelnen Nematodenpopulationen tabelliert. 
Dann wurde für jeden paarweisen Vergleich der Distanzpara­
meter D berechnet und die einzelnen D-Werte als Distanz­
matrix dargestellt. 
2Nxy D=l- N +N X y 
Nx ist die Gesamtzahl hybridisierender Fragmente in der 
Population x und Ny in der Population y; Nxy ist die Anzahl 
gemeinsamer Fragmente. 
Die Distanzmatrix wurde zur Durchführung einer Cluster­
analyse nach der „unweighed pair group method" (UPGMA) 
von SNEATH und SoKAL (1973) verwendet. Als Ergebnis 
wurde die genetische Distanz der einzelnen Populationen 111 
Form eines Dendrogramms dargestellt. 
Ergebnisse 
Virulenztest 
Die Mehrzahl der untersuchten Populationen ließ sich auf 
Grund ihrer Vermehrungscharakteristik an den Klonen des 
Testsortiments eindeutig einem der von KORT et al. (1977) 
beschriebenen Pathotypen zuordnen (s. Tab. 1). Die Popula-
Tab. 1. Virulenz von 13 G.-rostochiensis-Populationen gegenüber Stämmen des Internationalen Testsortiments (KoRT et al., 1977) 
Pathotyp Population S. wberosum S.-kurtzianum- S.-vernei- S.-vernei-
ssp. andigena Hybride Hybride Hybride 
CPC 1673* KTT 60-21-19* 58.1642/4* VT11 62.33.3* 
Rol Hiltrup 0,3 0,3 1,0 0,1 
Rol/4 Vadrup 0,4 4,9 2,5 0,5 
Rol/4 Raubersried 0,7 4,3 2,8 0,2 
Ro2 Dutch B 9,9 0,4 0,9 0,1 
Ro2 Obersteinbach 15,0 1,5 1,0 0,2 
Ro3 Wageningen 16,0 6,2 1,5 0,5 
Ro4 Brock 0,0 10,0 14,0 0,3 
Ro4 Dutch F 0,3 8,4 7,1 0,1 
Ro4 Husberg 0,4 15,0 9,4 0,1 
Ro5 Harmerz (MS) 46,0 2,4 22,0 1,5 
Ro5 Harmerz (HL) 78,0 4,7 17,0 1,1 
RoX Aspe 2,3 11,0 5,3 1,7 
RoX Südergellersen 1,5 8,4 3,l 1,8 
* Anzahl neugebildeter Zysten, angegeben in Prozent der an der voll anfälligen Sorte „Grata" gezählten Zysten (,,Grata" 950---1600 neue Zysten
pro Topf nach Inokulation mit 25 Zysten).
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Tab. 2. Virulenzcharakteristika von Rol-Populationen 
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Neugebildete Zysten im Biotest nach BEHRINGER (1967) am Testklon 
Population S. tuberosum S. tuberosum S.-vemei- S.-speggazzinii- S. -oplocense-
ssp. andigena Hybride Hybride Hybride
65.346/19 64.898/391 65.318/12 
Hiltrup 75 0 2 0 0 
Hohenried 100 l 1 91 6 
Weimersdorf 200 0 2 11 8  1 
Klingsmoos 70 0 1 23 10 
Tab. 3. Matrix der aus RFLP-Mustern ermittelten genetischen Distanzwerte für 11 G.-rostochiensis-Populationen 
Raub. Hann. Vadr. Weim. Racs. 
Raubersried 0,000 
Hannover 0,020 0,000 
Vadrup 0,038 0,019 0,000 
Weimersdorf 0,120 0,137 0,115 0,000 
Raesfeld 0,091 0,071 0,053 0,164 0,000 
Hohenried 0,115 0,132 0.148 0,192 0,123 
Obersteinbach 0,216 0,231 0,245 0,255 0,286 
Wageningen 0,393 0,368 0,345 0,393 0,311 
Dutch F 0,309 0,321 0,333 0,382 0,267 
Harmerz MS 0,296 0,309 0,321 0,370 0,288 
Harmerz HL 0,283 0,296 0,309 0,358 0.310 
tionen Vadrup und Raubersried, die sich gegenüber S. tube­
rosum ssp. andigena wie eine Rol- bzw. Ro4-Population 
verhalten, zeigen mit dem S. -kurtzianum- und den beiden 
S.-vemei-Hybriden einen gegenüber einer „sauberen" Rol­
Population deutlich erhöhten Zystenbesatz, was sich am ehe­
sten damit erklären läßt, daß man eine Beimischung von Ro4-
Virulenz zu Rol annimmt. Die Populationen Aspe und Süder­
gellersen ließen sich keinem der bekannten Pathotypen zuord­
nen; auch mit der Beimischung eines anderen Pathotyps ist die 
Virulenzcharakteristik nicht zu erklären. 
Vergleicht man die dem gleichen Pathotyp zugeordneten 
Populationen untereinander, so sind bezüglich ihrer Virulenz 
gegenüber einzelnen Testklonen gewisse Unterschiede festzu­
stellen. So ist z.B. die Ro2-Population Obersteinbach gegen­
über dem S.-kurtzianum-Hybriden virulenter als die Popula­
tion Dutch B. Setzt man als Differentialwirte Stämme mit 
Resistenz aus anderen Solanumarten ein, können sich weitere 
Unterscheidungsmöglichkeiten ergeben. 
In Tabelle 2 ist die Vermehrung von 4 Ral-Populationen an 
einer weiteren S.-vemei-Hybriden sowie an der S.-spegazzinii­
Hybriden 64.898/391 und der S.-oplocense-Hybriden 65.318/ 
12 dargestellt. Gegenüber dem S.-spegazzinii-Stamm zeigt sich 
die Population Hiltrup als nicht virulent, während die Popula­
tionen Hohenried, Weimersdorf und Klingsmoos eine recht 
hohe Virulenz aufweisen. Die Avirulenz von Hiltrup gegen­
über dem S.-spegazzinii-Stamm 64.898/391 ist in mehreren 
Versuchsserien im Vergleich mit anderen Rol-Populationen 
bestätigt worden. 
RFLP-Untersuchungen 
Zur Erprobung der Gensonden wurde zunächst DNA aus 
6 G. -rostochiensis-Populationen unterschiedlichen Pathotyps 
mit 12 Restriktionsenzymen gespalten und im Southern Blot 
mit den einzelnen Gensonden hybridisiert. 4 Sonden/Enzym­
kombinationen führten zu Hybridisierungsmustern mit einem 
hohen Anteil von Fragmenten, die nicht in allen Populationen 
auftraten ( differenzierende Fragmente oder RFLP-Marker). 
Diese Sonclen/Enzymkombinationen wurden für die weiteren 
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 44. 1992 
Hohe. Ober. Wage. Dut.F HarMS HarHL 
0,000 
0,208 0,000 
0,345 0,404 0,000 
0,263 0,357 0,246 0,000 
0,286 0,418 0,300 0,153 0,000 
0,273 0,407 0,288 0,103 0,088 0,000 
RFLP-Untersuchungen ausgewählt. Die Hybridisierungsmu­
ster der 6 G. rostochiensis-Populationen sind in Abbildung 1 
wiedergegeben. Nach Einbeziehung von 5 weiteren G.-rosto-
kb 
9.2 -
5.8 -
3.8 -
2.0 -
kb 
7.6 -
5.4 -
3.7 -
2.3 -
1.8 -
1.2 -
.... 
<l.> > 
0 
C 
C 
Cll 
:r 
0 
et: 
.c 
u "' 
.CJ C (/) 
C <l.> :c 
0, 
<l.> C LL N 
µ .... 
V, C .c <l.> .... <l.> u t: <l.> Ol µ 
.CJ Cll ::, Cll 
0 3 0 :r 
N "' ::r u-, 
0 0 0 0 
et: et: et: "" 
Ro48.7 / Eco RI 
pEl.6A / Eco RI 
u 
<l.> 
.... .... 
V, <l.> .... > 
<l.> 0 
.CJ C 
::, C 
Cll Cll "" :r 
::r 
...... ...... 
0 0 "" et: 
.c 
u "' 
.CJ C (/) 
C <l.> :c 
0, 
<l.> C LL N 
µ .... 
V, C .c <l.> .... <l.> u E 
<l.> Ol µ .... 
.CJ Cll ::, Cll 
0 3 0 :r 
N "' ::r u-, 
0 0 0 0 
et: et: et: et: 
Ro125 / Sau 3A 
pEl. 6A / Dra I 
u 
<l.> 
.... 
V, .... 
<l.> 
.CJ 
::, 
Cll "" 
0 °" kb 
-15.0
- 8.6 
- 5.0 
- 3.7 
kb 
- 7.6 
- 5.4
- 3 .7 
- 2.3
- 1.8
- 1.2
Abb. L. Hybridisierungsmuster der elcktrophorctisch getrennten 
DNA-Restriktionsfragmente (Southern Blot) von 6 G.-rostochiensis­
Populationen bei Anwendung von 4 Sonden/Enzymkombinationen. 
Die kb-Skalen wurden mit Hilfe von Eichnukleinsäuren ermittelt. 
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Abb. 2. Dendrogramm der genetischen Distanz von 11 G.-rostoc/Jien­
sis-Populationen nach Auswertung von 35 RFLP-Markern. 
chiensis-Populationen konnten alle 11 Populationen anhand 
von 35 RFLP-Markern unterschieden werden. Durch paarwei­
sen Vergleich der Fragmentmuster wurde der Distanzparame­
ter D (vgl. Material und Methoden) berechnet und für die 
11 Populationen als Matrix dargestellt (Tab. 3). Die D-Werte 
können zwischen O (identisch) und 1 (völlig verschieden) 
variieren. So ist aus Tabelle 3 zu erkennen, daß das Paar 
HannoverNadrup (D = 0,019) die größte Ähnlichkeit besitzt, 
während das Paar Obersteinbach/Harmerz MS (D = 0,418) 
maximal verschieden ist. Durch Clusteranalyse der Distanz­
matrix wurde die genetische Distanz der 11 Populationen als 
Dendrogramm dargestellt (Abb. 2). 
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Abb. 3. Dendrogramm der genetischen Distanz von l8 G.-rostoc/Jien­
sis-Populationen nach Auswertung von 35 RFLP-Markern. 
Die 5 Rol-Populationen und die beiden Ro5-Populationen 
sind jeweils in Gruppen geringer bis mittlerer genetischer 
Distanz zusammengefaßt. Die hinsichtlich ihrer Virulenz nicht 
eindeutig einzuordnenden Populationen Raubersried und 
Vadrup sind nach den RFLP-Daten der Rol-Gruppe zuzuord­
nen. Die nur durch je eine Population vertretenen Pathotypen 
Ro2, Ro3 und Ro4 unterscheiden sich auf hohem Distanz­
niveau voneinander. Ihre Gruppierung deutet auf eine gewisse 
Verwandtschaft zwischen Ro2 Obersteinbach und Rol bzw. 
zwischen Ro4 und Ro5 hin. 
Zur weiteren Erprobung der 4 Sonden/Enzymkombinatio­
nen wurde die Zahl der untersuchten G.-rostochiensis-Popula­
tionen auf 18 erhöht. Anhand der 35 RFLP-Marker konnten 
wiederum alle Populationen unterschieden werden. Durch 
Clusteranalyse der RFLP-Daten wurde das in Abbildung 3 
dargestellte Dendrogramm berechnet. Die bereits in Abbil­
dung 2 dargestellten 11 Populationen sind im erweiterten 
Dendrogramm von Abbildung 3 durch Unterstreichung her­
vorgehoben. Man erkennt, daß ihre gegenseitigen Cluster­
und Distanzbeziehungen durch Einbeziehung der 7 weiteren 
Populationen nicht wesentlich verändert werden. Von den neu 
einbezogenen Populationen bilden die drei Rol-Populationen 
mit den beiden RoX-Populationen eine neue Gruppe mittlerer 
Distanz, in der auch die in Abbildung 2 isoliert plazierte Ro2-
Population Obersteinbach enthalten ist. Die zweite Ro2-
Population (Dutch B) ist von dieser Gruppe deutlich abge­
setzt. Die beiden Ro4-Populationen bilden einen Cluster rela­
tiv großer Distanz, in dem auch die Ro5-Gruppe enthalten ist. 
Diskussion 
Die bei dieser Untersuchung benutzten Gensonden sind klo­
nierte Restriktionsfragmente genomischer Nematoden-DNA. 
Sie repräsentieren relativ kurze DNA-Abschnitte (102-103 
bp), die in mehreren bis vielen Kopien im Genom der Nema­
toden (107-108 bp) enthalten sind. Bei der Hybridisierung 
derartiger DNA-Sonden mit fragmentierter genomischer 
DNA im Southern Blot erhält man Fragmentmuster, die auf 
verschiedenem taxonomischem Niveau (z.B. Art, Rasse, 
Population) genotypspezifisch sein können (KoHN et al., 
1988). Nach Vorversuchen mit verschiedenen DNA-Sonden, 
Restriktionsenzymen und G.-rostochiensis-Populationen 
haben wir 4 Sonden/Enzymkombinationen ausgewählt, die auf 
der Ebene der Populationen differierten und eine Unter­
scheidung und taxonomische Gruppierung von 18 G.-rosto­
chiensis-Populationen anhand von 35 RFLP-Markern ermög­
lichten. 
Die zur korrekten taxonomischen Gruppierung verwandter 
Formen eines Organismus erforderliche Mindestanzahl von 
Sonden und RFLP-Markern kann nur empirisch ermittelt 
werden (SONG et al., 1990). Zur Unterscheidung der 18 G. -
rostochiensis-Populationen würden theoretisch bereits 5 unab­
hängige RFLP-Marker ausreichen, weil durch Anwesenheit 
bzw. Abwesenheit von 5 Merkmalen 25 = 32 verschiedene 
Zustände dargestellt werden können. Die Differenzierungslei­
stung mancher RFLP-Marker kann aber dadurch vermindert 
sein, daß sie gekoppelt auftreten oder fehlen bzw. daß sie 
taxonomisch weniger relevante Genombereiche markieren. 
Die Richtigkeit der mit einer gegebenen Anzahl RFLP-Mar­
ker ermittelten taxonomischen Gruppierung kann durch Ein­
beziehung weiterer RFLP-Marker überprüft werden. Wie von 
SoNG et al. (1990) bei der taxonomischen Klassifizierung von 
Brassica und verwandten Genera gezeigt wurde, wird ein 
ausreichend abgesichertes Dendrogramm durch Einbeziehung 
weiterer RFLP-Marker nur noch unwesentlich verändert. Die 
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Anzahl der verwendeten Gensonden bzw . RFLP-Marker di f­
feriert stark bei publizierten Untersuchungen anderer Phyto­
pathogene . V1LGALYS und GoNZALES (1990) differenzierten 55 
von 87 geteste ten Rhizoctonia-solani-Isolaten mit einer DNA­
Sonde anhand von 32 RFLP-Markern . CHRISTIANSEN und 
G 1 EsE ( 1990) benötigten 3 Sonden zur Differenzi erung von 
28 Erisyphe-graminis-Isolate n .  CooK et al . ( 1989) untersuch­
ten 62 Pseudomonas-solanacearum-Stämme mit 9 DNA-Son­
den . Anhand der Hybridisierungsmuster defin ierten s ie 28 
RFLP-Gruppen ,  die z. T. mehrere Stämme mit gleichem 
RFLP-Muster enthielten . 
Ein wichtiges Kriterium für den prakt ischen Einsatz von 
DNA-Sonden zur Ident i fiz ierung und Klassifizierung von 
Nematodenpopulationen ist die Konstanz der RFLP-M uster 
über viele Vermehrungsgenerat ionen der Nematoden . I n  
einer analogen Untersuchung von 2 1  G.  -paJ/ida-Laborpopula­
t ionen fanden wir zeitlich konstante Hybridi sierungsmuster 
bei Zysten der gleichen Populat ion , die bis zu 5 Jahre an der 
anfälligen Sorte Grata vermehrt worden waren (ScHN LCK et 
al . ,  1990) . Das i n  den Populat ionen vorl i egende Genotypenge­
misch ist som i t  über längere Zeit konstant ,  wenn keine Selek­
tion durch Resistenzgene der Wirtspflanze erfolgt (vgl . auch 
BAKKER ,  1987) . Daß in  längeren Zeiträumen auch Verände­
rungen ein tre ten können ,  zeigt s ich an den beiden Hannerz­
Populat ionen aus Lübeck und Münster, wo d ie gleiche Her­
kunft vor ca .  20 Jahren getrenn t  bis heute vermehrt wurde . Ob 
hier auch schon Untersch iede in der Virulenz vorl iegen , ist 
unsicher, da die Abweichungen i n  der Vermehrungsrate an 
S. tub. andigena und S. kurtzianum nicht s i gnifi kant sind (vgl .
Tab. 1 ) .  Die DNA-Sonden können also zur Identifizierung
und Überwachung der Stab i l i tät von Laborpopulationen e in ­
gesetzt werden . Durch geplante Untersuchungen an G. -rosto­
chiensis-Wildpopulationen wol len wir prüfen , welche RFLP­
Typen in den einzelnen Kartoffel-Anbaugebieten auftreten
und welche Beziehungen sie zu den vor mehr oder weniger
langer Zeit aus dem Frei l and entnommenen Standard-Labor­
populationen haben .  Falls bestimmte RFLP-Typen besonders
häufig oder fl ächendeckend gefunden werden ,  könn ten sie
h i nsich tlich i h rer Virulenz charakterisiert und gegebenenfalls
in der Resistenzzüchtung und Prüfung berücksichtigt werden .
Die taxonomische Gruppierung der 18 G. -rostochiensis­
Populationen nach RFLP-Merkmalen korrel iert teilweise m i t  
der  Einte i l ung nach den Pathotypen (Abb . 3) . So  finden s ich 
alle Ral -Populat ionen  in einem Cluster, der jedoch deutl iche 
genetische Distanzen zwischen den Ra l -Populationen auf­
zeigt . Auf diese Heterogen i tät deutscher und n iederländischer 
Ral-Populat ionen hat auch schon BAK KER ( 1987) hingewie­
sen .  Daß diese Populationen auch h insich t l ich ihrer Virulenz 
noch Unterschiede aufweisen dürften ,  deutet sich bei der 
Population Hi l trup im Verhalten gegenüber dem Fa-Gen aus 
S. spegazzinii (Tab .  2) an. überraschend ist der Einschluß der
Population Obersteinbach , die ihrer Virulenz nach in der k lar
abgesetzten Gruppe Dutch B/Wageningen zu erwarten wäre ,
sowie die Angliederung der h insichtlich ihrer Pathotypenzuge­
hörigkei t  noch unbestimmten Populationen Aspe und Süder­
gellersen . Der dritte Cl uster m i t  Populat ionen der Patho­
typenzugehörigkeit Ro4 und Ro5 weist auf eine gewisse Ver­
wandtschaft dieser Popu lationen hin ,  die auch von BAKKER
(1987) be i  der Proteinana lyse dieser Populat ionen gefunden
wurde .
Auf Grund der unerwarteten Plazierung ein iger Populatio­
nen der einze lnen Pathotypen kann noch nicht endgültig beur­
teilt werden ,  ob eine Pathotypenbestimmung mit Hilfe wei te­
rer unspezifischer genomischer DNA-Sonden möglich ist . Bei 
anderen phytopathogenen Organismen wurden sehr unter-
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schiedl iche Korrelationsgrade zwischen taxonomischer Grup­
pierung nach RFLP-Merkmalen und Vi rulenz gefunden (vgl . 
KocH et al . ,  199 1 ;  V1LGALYS und GoNZALES, 1990 ; CooK et 
al . ,  1989;  HARTUNG und C. vEROLO , 1989 ; LAzo et al . ,  1 987) . 
Als Beispiel sei die Situat ion bei dem Brassica-Schadpilz Lep­
tosphaeria maculans kurz referiert . Mit H i l fe von 43 genomi­
schen DNA-Sonden konnten KocH e t  al . ( 1991) 28 I solate 
sehr deu t l ich i n  e ine Gru ppe mit 9 n i ch t  aggressiven und e ine 
Gruppe mi t  1 9  aggressiven Isolaten einte i len . Innerha lb der 
Gruppe der aggressiven l solate korrel i erte die Gruppierung 
nach RFLP-Merkmalen im Dendrogramm jedoch nur tei l ­
weise m i t  der Eintei lung nach den Pathogenitätsgruppen PG2 
bis PG4 . 
Die nachstehend wiedergegebenen Überlegungen von 
KocH et  al. ( 1 99 1 )  könnten auch für die RFLP-Analyse von 
Nematodenpopulationen ge l ten :  ,,Eine d irekte Beziehung zwi­
schen den Gruppierungen  nach Phylogenie und Pathogen i tät 
wäre zu erwarten ,  wenn die Pathogen i tät durch vie l e  im 
Genom vertei l te Gene kontroll iert ist . Wenn d ie  Pathogen ität 
durch wen ige Gene kontrol l i ert ist , könnte eine indirekte 
Beziehung noch immer dadurch entstehen , daß Isolate vom 
gleichen Pathogenitätstyp in geographischer Isolation stehen 
oder isol ierte Vermehrungsgruppen b i lden . "  
Der Kartoffe lnematode hat seinen U rsprung i n  den Anden 
Perus , Bol iv iens und Nordargentiniens. In Co-Evolut ion mit 
seinen .Wirtspfl anzen aus der Fami l ie  der Solanaceen b i ldeten 
sich die beiden Arten Globodera rostochiensis lll1d G. pallida 
und kam es zu Resistenz in den Wirtspflanzen , was wiederum 
resistenzbrechende Pathotypen beim Nematoden zur Folge 
hatte ( STONE ,  1985) . Von dieser in den Anden vorhandenen 
genetischen Vielfal t ist nur  ein kleiner Tei l  in vermutl ich 
wenigen Transporten i n  verschiedene Regionen Europas 
gelangt und dort zu Begründern der jetzt vorhandenen Ver­
seuch ung geworden . M it te ls RFLP-Ana lyse könnte es gel in­
gen ,  diese „Gründerpopu lationen" als Genpools zu fassen und 
zu charakterisieren ,  um dann Zuordn ungen  von Feldpopula­
t ionen zu diesem oder jenem Genpool zu ermöglichen . Es ist 
jedoch zu bedenken ,  daß bei der Ausbreitung des Karto ffel ­
nematoden in Europa durch Genfluß zwischen den Populatio­
nen und Gendrift innerha lb der Populationen Veränderungen 
der ursprüngl ichen genetischen Zusammensetzung einget reten 
sein dürften . 
Die i nnerartliche Variation von G. rostochiensis und 
G. pallida ist bisher in erster Lin ie  über die Vermehrungsfä­
higkei t  an Pflanzen mit Resi stenzgenen ermittelt worden , was
zu dem jetzt noch gül tigen Klassifiz ieru ngsschema nach Patho­
typen geführt hat (KoRT et al . ,  1977) . Das Schema nutzt
jedoch aus der Vielzahl der bis heute nachgewiesenen Resi­
stenzgenträger nur wenige .  Es konnte mitt lerwe i le gezeigt
werden ,  daß bei Hinzuziehung anderer Resistenzgene aus
anderen Solanum-Stämmen oder Wildarten weitere Untertei­
lungen mögl ich sind .  Wenn biochemische Analysen ein noch
vielschichtigeres Bild zeichnen ,  liegt dies darin begründet ,  daß
hierbei a l le  genetisch fixierten Eigenschaften zum Tragen
kommen ,  n icht nur die v i rulenzspezifischen . Durch Einsatz
einer gen ügend großen Anzahl vone inander unabhängiger
RFLP-Marker wird man stets eine richtige taxonomische
Gruppierung erzielen . Zur Bestimmung von Pathotypen mit
DNA-Sonden müssen zusätzliche Kriterien erfüllt sei n ,  wie
oben angedeutet wurde . Wenn die Vi rulenz auf wenigen
Genen beruht ,  wie bei G. rostochiensis anzunehmen ist
(JoN ES et  al . , 1981 ) ,  kann sie bei taxonomischer Gruppierung
mit unspez i fisch ausgewählten DNA-Sonden je nach Lage der
Zielsequenz dieser Sonden mehr oder wen iger genau erfaßt
werden .
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Eine sichere Gruppierung von Nematodenpopulationen 
nach der Virulenz wäre durch Einsatz virulenzspezifischer 
Gensonden möglich . Derartige Sonden würden direkt an 
einem Virulenzgen oder einer benachbarten DNA-Sequenz 
hybridisieren .  An- und Abwesenheit bzw . untersch iedl iche 
Dosierung von Virulenzgenen würden Veränderungen im 
Hybridisierungsmuster der DNA-Restriktionsfragmente nach 
sich ziehen , die zu einer genauen Gruppierung der Populatio­
nen nach Virulenz (Pathotypen) benutzt werden könnten . 
Eine solche Gruppierung könnte gegebenenfalls auch taxono­
misch wenig verwandte Populationen in die gleiche Virulenz­
gruppe und taxonomisch verwandte in verschiedene Virulenz­
gruppen bringen .  
Zur Herstel lung virulenzspezifischer DNA-Sonden gibt es 
mehrere zieml ich aufwendige Strategien . Ein von uns zur Zeit 
beschrittener Weg soll abschließend skizziert werden . Unter­
schiedlich virulente Nematodenpopulationen werden .an teil ­
resistenten Wirtspflanzen über mehrere Generationen (Zeit­
bedarf 6-8 Wochen pro Generation) propagiert . Dies führt zur 
Selektion virulenter Genotypen in den einzelnen Populationen 
(Tu RNER, 1990) . Anhand der mit mögl ichst vielen DNA­
Sonden bestimmten Hybridisierungsmuster können viel leich t 
DNA-Fragmente gefunden werden , die paral le l  zur Zunahme 
des Anteils virulenter Genotypen verstärkt werden .  Diese 
Fragmente könnten kloniert und auf ihre Eignung als virulenz­
spezifische Gensonden getestet werden .  
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